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KAJIAN BERBAGAI KOMPOSISI MEDIA SERTA KONDISI GELAP 
DAN TERANG TERHADAP INDUKSI KALUS TANAMAN JATI 
BELANDA (Guazuma ulmifolia Lamk.) 
 
Nuke Isnayanti Putri 
H 0104031 
 
RINGKASAN 
 
Tanaman jati belanda (Guazuma ulmifolia Lamk.) merupakan salah satu 
tanaman berkhasiat obat yang digunakan masyarakat di Indonesia. Khasiat utama 
dari tanaman ini adalah sebagai pelangsing tubuh. Kandungan metabolit sekunder 
dari tanaman ini dapat diproduksi cepat dengan induksi kalus secara in vitro. Pada 
penelitian ini dilakukan induksi kalus tanaman jati belanda dalam berbagai 
komposisi media dengan kondisi gelap dan terang. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji perbandingan hasil induksi kalus 
pada berbagai komposisi media, baik dalam kondisi gelap maupun terang. 
Penelitian dilaksanakan di Lab. Fisiologi dan Bioteknologi Tanaman Fakultas 
Pertanian Universitas Sebelas Maret Surakarta mulai bulan Desember 2007 
sampai Maret 2008, dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
faktor tunggal yaitu komposisi media pertumbuhan dan kondisi lingkungan, yang 
terdiri atas tujuh perlakuan masing-masing diulang 3 kali. Perlakuannya yaitu 
Media Gamborg (B5) + 2% sukrose + 1 mg/l 2,4D (terang); Gamborg (B5) + 2% 
sukrose + 1 mg/l 2,4D (gelap); Gamborg (B5) + 3% sukrose + 2 mg/l 2,4D 
(terang); Gamborg (B5) + 3% sukrose + 2 mg/l 2,4D (gelap); MS + 8% sukrose + 
1 mg/l 2,4D (terang); MS + 8% sukrose + 1 mg/l 2,4D (gelap); MS + 0,6 mg/l 2,4-
D +1 mg/l kinetin (kontrol). 
Variabel penelitian yang diamati adalah saat muncul kalus, warna kalus, 
tekstur kalus, berat segar kalus, berat kering kalus dan volume kalus. Variabel saat 
muncul kalus, volume kalus, berat segar kalus, berat kering kalus dianalisis 
dengan uji ragam yang terpecah dalam perbandingan secara kontras orthogonal 
dengan taraf 5%. Uji Kontras antar perlakuan yang dilakukan adalah sebagai 
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berikut : kontrol dengan semua; media B5 dengan MS; kondisi terang dengan 
gelap; 1 mg/l 2,4-D dengan 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/l 2,4-D terang dengan 2 mg/l 2,4-
D gelap; 2% dan 3% sukrose dengan 8% sukrose. Data untuk variabel tekstur dan 
warna kalus dianalisis secara deskriptif. Pada variabel volume kalus, juga 
dilakukan uji korelasi dengan variabel berat segar kalus. 
Hasil analisis menunjukkan bahwa penggunaan 2,4-D dengan konsentrasi 
sama pada kondisi terang menghasilkan  pertumbuhan kalus tanaman jati belanda 
yang lebih baik daripada dalam kondisi gelap. Penggunaan kinetin 1mg/l dan 2,4-
D 0,6 mg/l pada media MS tidak memberikan hasil yang berbeda terhadap 
pembentukan kalus pada media yang hanya menggunakan 2,4-D saja. Perlakuan 
yang menunjukkan pertumbuhan kalus terbaik adalah Gamborg (B5) + 3% 
sukrose + 2 mg/l 2,4D (terang) 
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STUDY OF VARIOUS MEDIA COMPOSITION UNDER LIGHT AND 
DARK CONDITION ON CALLUS INDUCTION OF MUTAMBA PLANT 
 (Guazuma ulmifolia Lamk.) 
 
SUMMARY 
 
Mutamba plant (Guazuma ulmifolia Lamk.) is one of herbal plant that has 
been used by a lot of people in Indonesia. The main medicinal used of this plant is 
for slimming body. Secondary metabolites ingredients of mutamba plant which 
are medicinal useful can be produced rapidly by in vitro callus induction. This 
research was a callus induction of mutamba plant in various media composition 
under light and dark condition. 
This research was aimed to study the comparison of callus induction in 
various media composition under light and dark condition. The research was 
conducted in Plant Physiology and Biotechnology Laboratory of Agriculture 
Faculty Sebelas Maret University from December 2007 until March 2008, used 
Random Complete Design with single factor consist of 7 treatments repeated 3 
times. The treatments were Gamborg (B5) + sucrose 2% + 2,4D 1 mg/l (light); 
Gamborg (B5) + sucrose 2% + 2,4D 1 mg/l (dark); Gamborg (B5) + sucrose 3% + 
2,4D 2 mg/l (light); Gamborg (B5) + sucrose 3%  + 2,4D 2 mg/l (dark); MS +  
sucrose 8% + 2,4D 1 mg/l (light); MS + sucrose 8% + 2,4D 1 mg/l (dark) and MS 
+ 2,4-D 0,6 mg/l  + 1 mg/l kinetin (control)  
The result observation data of callus initiation time, callus volume, fresh 
weight callus and dry weight callus variables were analyzed with variance test that 
separated in comparison by Contrast Test in level 5%. Contrast test among the 
treatment were : control with all treatments; B5 medium with MS medium; light 
condition with dark condition; 1 mg/l 2,4-D with 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/l 2,4-D light 
condition with 2,4-D dark condition; 2% and 3% sucrose with 8% sucrose. Data 
of texture and colour callus variables were analyzed descriptively. Callus volume 
and fresh callus weight variable were also analyzed using correlation test. 
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The result showed that callus growth in 2,4-D with same concentration in 
light condition was better than in dark condition. The use of 1 mg/l kinetin and 0,6 
mg/l in MS media was not different in callus formation compare with media 
which only used 2,4-D. The treatment which showed the best callus growth was  
Gamborg (B5) + sucrose 3% + 2,4D 2 mg/l (light).   
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I. PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Perkembangan teknologi modern telah memunculkan berbagai pilihan 
baru bagi masyarakat dalam memenuhi pola hidupnya. Salah satunya dalam 
bidang obat-obatan. Alternatif yang lebih aman adalah penggunaan obat-
obatan berbahan alami (herbal). Hal ini menimbulkan kecenderungan 
masyarakat untuk secara maksimal memanfaatkan atau mengeksploitasi 
bahan-bahan alam yang berkhasiat obat langsung dari alam.  
Tanaman jati belanda (Guazuma ulmifolia Lamk.) merupakan salah satu 
tanaman berkhasiat obat yang digunakan masyarakat di Indonesia. Menurut 
Palupi et al. (2000), tanaman jati belanda dapat dimanfaatkan antara lain 
sebagai obat pelangsing tubuh, obat sakit perut atau diare, obat perut 
kembung, obat perut nyeri, obat batuk dan batuk rejan, obat untuk kaki 
bengkak gatal berair. Bagian tanaman yang digunakan adalah daun, buah dan 
biji.  
Sudewo (2004) menyebutkan bahwa industri jamu di Indonesia telah 
banyak memanfaatkan daun jati belanda sebagai bahan baku pembuatan obat 
susut perut dan pelangsing badan (sliming tea). Selama ini tanaman jati 
belanda belum dibudidayakan dengan baik dan pemanenan dilakukan 
langsung dari alam. Permintaan yang semakin meningkat dari waktu ke waktu 
terhadap obat-obatan atau food suplement yang berbahan aktif ekstrak jati 
belanda, menyebabkan terjadinya pemanenan metabolit sekunder yang terus 
menerus dari alam. Hal ini dapat mengakibatkan tanaman ini punah, sehingga 
perlu adanya pengembangan lebih lanjut, baik melalui metode konvensional 
maupun secara kultur jaringan. 
Media kultur dan kondisi lingkungan merupakan salah satu faktor 
penentu keberhasilan induksi kalus secara in vitro. Berbagai komposisi media 
kultur telah diformulasikan untuk mengoptimalkan pertumbuhan dan 
perkembangan tanaman yang dikulturkan. Tahapan induksi kalus adalah suatu 
tahapan yang penting dalam budidaya kultur jaringan, karena dari tahapan 
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inilah tahapan selanjutnya untuk mendapatkan tanaman utuh atau untuk tujuan 
lain sesuai dengan yang diinginkan. Metabolit sekunder juga dapat diproduksi 
secara cepat dengan induksi kalus. 
Pada penelitian ini dilakukan induksi kalus tanaman jati belanda dalam 
berbagai komposisi media dengan kondisi gelap dan terang. Variasi unsur 
komposisi media perlu diterapkan untuk mengetahui pengaruh perbandingan 
masing-masing unsur komposisi media untuk induksi kalus. Dalam penelitian 
ini unsur media yang divariasi adalah jenis media, kadar sukrosa dan 
konsentrasi 2,4-D. 
Menurut Santoso dan Nursandi (2004) cahaya pada umumnya tidak 
begitu berpengaruh untuk pertumbuhan kalus. Meskipun demikian, cahaya 
berpengaruh pada metabolisme sel dan efektivitas kerja ZPT dalam media. 
Sinar atau cahaya dapat merusak auksin dan dapat pula menyebabkan 
pemindahan auksin ke jurusan yang menjauhi sinar (Dwidjoseputro, 1985). 
Metode kultur jaringan dalam kondisi gelap merupakan salah satu cara untuk 
mengefektifkan kerja auksin sehingga dapat mempercepat pembentukan kalus.  
Berdasarkan penelitian Widayanto (2004) diketahui bahwa tanaman jati 
belanda dapat dibudidayakan secara in vitro, yaitu dengan melakukan 
modifikasi terhadap media dasar MS dengan pemberian 2,4-D dan kinetin. 
Pemberian kinetin dapat mendorong pembelahan sel kalus dan dapat 
menyebabkan diferensiasi kalus. Pada penelitian ini ZPT yang diberikan hanya 
2,4-D dengan konsentrasi lebih tinggi pada berbagai komposisi media dalam 
kondisi gelap dan terang agar lebih memaksimalkan induksi kalus. 
Pada umumnya semua media kultur jaringan tanaman membutuhkan 
karbon dan sumber energi. Menurut Santoso dan Nursandi (2004) sumber 
energi dan karbon yang dianggap standar adalah sukrosa. Sukrosa umumnya 
digunakan pada konsentrasi 2-3%. Namun pada penelitian ini juga dicobakan 
penambahan sukrosa hingga 8% agar dapat diketahui pengaruhnya terhadap 
induksi kalus. 
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B. Perumusan Masalah 
Media kultur dan kondisi lingkungan merupakan salah satu faktor 
penentu keberhasilan induksi kalus secara in vitro. Berbagai komposisi media 
kultur telah diformulasikan untuk mengoptimalkan pertumbuhan dan 
perkembangan tanaman yang dikulturkan. Variasi komposisi unsur dalam 
media perlu diterapkan untuk mengetahui pengaruh perbandingan masing-
masing komposisi unsur media untuk induksi kalus. Dalam penelitian ini 
unsur media yang divariasi adalah jenis media, kadar sukrosa dan konsentrasi 
2,4-D. Kondisi lingkungan juga berpengaruh dalam keberhasilan kultur 
jaringan, salah satunya adalah ketersediaan cahaya. Kondisi gelap atau terang 
akan berpengaruh pada efektivitas kerja ZPT dalam media. 
 Berdasarkan uraian diatas dapat dirumuskan masalah yaitu 
bagaimanakah perbandingan hasil induksi kalus pada berbagai komposisi 
media dalam kondisi gelap dan terang. 
 
C. Tujuan dan Manfaat Penelitian 
Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji perbandingan hasil induksi kalus 
pada berbagai komposisi media, baik dalam kondisi gelap maupun terang. 
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4 
II. TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Tanaman Jati Belanda (Guazuma ulmifolia Lamk.) 
Tanaman jati belanda merupakan pohon dengan tinggi dapat mencapai 
10-20 meter dan berdaun rimbun. Daun berbentuk bulat telur sampai lanset 
pada pangkalnya berbentuk jantung, tepi bergigi ganda, permukaan daun 
bagian bawah berambut rapat, panjang tangkai daun sekitar 5-25 mm 
mempunyai daun penumpu hijau kecoklatan (Pramono et al., 2000). 
Bunga jati belanda berwarna kuning di ketiak dengan panjang dua kali 
panjang tangkainya. Buahnya berwarna hitam, keras, beruang lima, berbiji 
banyak berwarna kuning coklat, berbentuk telur terbalik, agak bersegi dengan 
bungkul halus. Biji ini terletak dalam kotak kuning yang mengandung banyak 
lendir dan rasanya manis (Sastroamidjojo,1967). 
Tanaman ini berasal dari Amerika tropik dan dibawa ke Indonesia oleh 
bangsa Portugis. Jati Belanda dapat tumbuh di dataran rendah dekat pantai 
sampai daerah pegunungan 800 m dpl. Ketahanan terhadap keadaan yang 
kering, menyebabkan jenis ini berhasil tumbuh di daerah yang kering. Dewasa 
ini sudah menyebar pertumbuhannya hampir di seluruh kawasan Indonesia. Di 
Jawa dikenal dengan adanya varietas tomentosa K. Schum. Daunnya 
berbentuk bundar telur memanjang dengan permukaan berbulu halus. Pada 
saat musim kemarau, daunnya sering rontok, sedangkan bunganya kecil-kecil 
berwarna kuning serta berbau harum (Arisandi dan Andriani, 2000).  
Jati belanda (Guazuma ulmifolia Lamk.) merupakan salah satu tanaman 
berkhasiat obat yang masih banyak digunakan masyarakat Indonesia sebagai 
obat tradisional. Tanaman ini dimanfaatkan antara lain sebagai obat 
pelangsing tubuh, mengobati sakit perut atau diare, perut kembung, perut 
nyeri, batuk, batuk rejan dan juga untuk mengobati kaki bengkak gatal berair. 
Bagian yang digunakan adalah buah, daun dan biji (Palupi et al., 2000). 
Tanaman jati belanda biasa diperbanyak dengan bijinya. Perbanyakan 
dengan cara cangkok masih sulit dilakukan dan persentase keberhasilannya 
hanya 50%. Sementara itu, cara stek dengan perlakuan khusus juga belum 
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banyak yang berhasil. Pohon jati belanda akan berbuah setelah berumur 5-6 
tahun (Sudewo, 2004). 
 
B. Teknik Kultur Jaringan 
Propagasi in vitro semakin memegang peranan penting di bidang 
teknologi bercocok tanam modern. Teknik ini melipatgandakan sel dan 
jaringan berasal dari satu induk untuk ditumbuhkan menjadi sejumlah besar 
tanaman sempurna (Wetherell, 1982). 
Menurut Pierik (1987), penggunaan teknik kultur jaringan telah 
berkembang luas karena beberapa keuntungan yang diperoleh, antara lain : 
1. Teknik in vitro dapat digunakan untuk memperbanyak jenis tanaman yang 
sulit diperbanyak secara konvensional. 
2. Lebih cepat daripada perbanyakan tanaman secara konvensional. 
3. Tanaman hasil mempunyai daya tumbuh lebih kuat dari tanaman lainnya. 
4. Kultur in vitro dapat digunakan untuk menghasilkan tanaman bebas 
penyakit atau bebas patogen. 
5. Pelaksanaannya tidak tergantung pada musim. 
Menurut Hendaryono dan Wijayani (1994) keuntungan kultur jaringan 
dalam menghasilkan persenyawaan yang bermanfaat adalah : 
1. Bioteknologi untuk menghasilkan zat-zat persenyawaan yang bermanfaat 
biasa diambil tanaman langsung. 
2. Tidak perlu menunggu tahunan sampai tanaman cukup besar untuk 
dipungut hasilnya, sekarang hanya cukup beberapa bulan saja sampai 
kalus terbentuk untuk diambil metabolitnya. 
3. Tidak memerlukan areal tanah yang luas, hanya dibutuhkan gedung 
semacam laboratorium untuk menghasilkan kalus. 
4. Hasil berupa kadar metabolit sekunder yang dibutuhkan seringkali 
kadarnya lebih tinggi daripada kalus yang berasal dari tanaman. 
5. Dari kalus seringkali timbul zat-zat alkaloid atau persenyawaan yang 
berguna, lebih banyak jenisnya daripada yang berasal dari tanaman. 
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6. Kadar persenyawaan yang berguna dalam kalus, peningkatannya dapat 
dimanipulasi dengan : 
· Memakai medium lain yang lebih sesuai. 
· Mengubah salah satu kadar komponen dalam medium. 
· Memberi zat tambahan tertentu ke dalam medium. 
 
C. Zat Pengatur Tumbuh 
Zat pengatur tumbuh (ZPT) tanaman adalah senyawa organik bukan 
hara, yang dalam jumlah sedikit dapat mendukung, menghambat, dan dapat 
merubah proses fisiologis tumbuhan. ZPT sangat diperlukan sebagai 
komponen medium bagi pertumbuhan dan diferensiasi. Tanpa penambahan zat 
pengatur tumbuh dalam medium, pertumbuhan sangat terhambat bahkan 
mungkin tidak tumbuh sama sekali. Pembentukan kalus dan organ-organ 
ditentukan oleh penggunaan yang tepat dari zat pengatur tumbuh tersebut 
(Hendaryono dan Wijayani, 1994). 
Di dalam praktek kultur jaringan tanaman dikenal 6 kelompok zat 
pengatur tumbuh yaitu auksin, giberelin, sitokinin, asam absisat (ABA), etilen 
dan retardan. Auksin sangat luas dipergunakan terutama untuk pertumbuhan 
kalus, suspensi sel dan pertumbuhan akar. Bersama-sama sitokinin dapat 
mengatur tipe morfogenesis yang dikehendaki (Wattimena,1992). Sinar 
(cahaya) dapat merusak auksin dan dapat pula menyebabkan pemindahan 
auksin ke jurusan yang menjauhi sinar (Dwidjoseputro, 1985). 
Dalam kultur jaringan tanaman, kinetin menyebabkan terjadinya 
pembelahan sel. Sehubungan dengan pembelahan sel, apabila IAA dan kinetin 
digunakan secara tersendiri akan menstimulasi sintesis DNA. Kehadiran IAA 
dan kinetin diperlukan dalam proses mitosis walaupun IAA lebih dominan 
(Abidin,1994). 
2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid; C8H6Cl2O3) adalah auksin 
sintetis yang dikenal terutama sebagai pembasmi gulma. 2,4-D telah 
digunakan secara luas di dalam media kultur jaringan tanaman untuk 
menginduksi pertumbuhan kalus sedangkan kinetin (6-furfuryl amino purine; 
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C10H9N5O) seringkali ditambahkan ke dalam media kultur untuk mendorong 
terjadinya pembelahan sel (Kyte dan Kleyn, 1996). 
Sitokinin berinteraksi dengan auksin sedemikan rupa sehingga 
pemakaian mereka bersama-sama harus mempertimbangkan kadar maupun 
perbandingannya dalam media. Secara umum, perbandingan sitokinin-auksin 
yang tinggi baik untuk pembentukan daun, sedangkan perbandingan yang 
rendah baik untuk pembentukan akar (Wetherell, 1982). 
Keberadaan hormon dan zat pengatur tumbuh dalam kegiatan kultur 
jaringan adalah mutlak karena kegiatan kultur jaringan umumnya 
menggunakan bahan tanam berupa sel, jaringan atau organ dan budidayanya 
terkendali. Dalam kegiatannya, proses tumbuh dan berkembangnya eksplan 
dapat disesuaikan dengan harapan, misalnya menjadi kalus saja, 
organogenesis ataupun embriogenesis. Pengaturan ini dapat dilakukan dengan 
mengatur macam dan konsentrasi hormon atau ZPT tertentu sehingga 
menghasilkan kombinasi yang tepat sesuai dengan harapan (Santoso dan 
Nursandi, 2001). 
Zat pengatur tumbuh dibutuhkan untuk meginduksi pembelahan sel. 
Senyawa yang paling sering digunakan adalah asam 2,4-diklorofenoksiasetat 
(2,4-D) dan naftalenaasetat (NAA). Senyawa ini digunakan pada kadar 0,1-50 
µM. Asam indole asetat menginduksi pembelahan sel, tetapi senyawa ini tidak 
stabil dan dapat diuraikan oleh enzim yang dibebaskan oleh sel. Sitokinin 
seperti kinetin atau benziladenin (0,1-10µ M) kadang-kadang dibutuhkan 
bersama 2,4-D atau NAA untuk mendapatkan pembentukan kalus yang baik 
(Gamborg, 1991). 
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D. Induksi Kalus  
Kalus merupakan kumpulan sel yang tidak teratur dan tidak berbentuk, 
terjadi karena pembelahan sel yang sangat aktif. Pada tanaman utuh kalus 
dapat terbentuk akibat pelukaan atau adanya stres. Di dalam kultur jaringan, 
kalus diinisiasi dengan meletakkan bagian yang terkecil dari tanaman utuh 
(eksplan) di bawah kondisi aseptik. Dengan adanya ransangan dari ZPT 
endogen atau eksogen, metabolisme sel yang tidak aktif menjadi aktif  
(George and Sherington, 1984). Sel-sel penyusun kalus adalah sel-sel 
parenkim yang mempunyai ikatan renggang dengan sel-sel lain (Dods dan 
Roberts 1985). 
Pada umumnya kemampuan pembentukan kalus dari jaringan 
tergantung pada beberapa hal. Hal tersebut adalah: (1) umur fisiologi dari 
jaringan waktu diisolasi; (2) musim pada waktu bahan tanam diisolasi; (3) 
bagian tanaman yang dipakai dan (4) jenis tanaman (Gunawan, 1987). 
Kalus dapat diinisiasi dari hampir semua bagian tanaman; tetapi organ 
yang berbeda menunjukkan kecepatan pembelahan yang berbeda pula. Jenis 
tanaman yang menghasilkan kalus meliputi dikotil berdaun lebar, monokotil, 
pakis dan gymnospermae. Bagian tanaman seperti : embrio muda, hipokotil 
dan batang muda, merupakan bagian yang mudah untuk menghasilkan kalus 
(Pierik, 1987). 
 
E. Hipotesis 
Terdapat perbedaan dalam perbandingan induksi kalus tanaman jati 
belanda (Guazuma ulmifolia Lamk.) pada berbagai komposisi media serta 
kondisi gelap dan terang. 
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III. METODE PENELITIAN 
 
A. Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi dan Bioteknologi 
Fakultas Pertanian Universitas Sebelas Maret Surakarta mulai Bulan 
Desember 2007 sampai Maret 2008. 
 
B. Bahan dan Alat Penelitian 
1. Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi eksplan 
tanaman jati belanda berupa internodus dari batang muda, larutan stok 
(terdiri atas hara makro, hara mikro, vitamin, dan ZPT 2,4-D), agar-agar, 
gula, NaOH 1 N dan HCl 1 N, aquades, sabun cuci, larutan chlorox 
(sunclin), spirtus, fungisida (Dithane), bakterisida (Agrept), plastik pp 0,4 
dan aluminium foil. 
2. Alat 
Peralatan yang digunakan dalam  penelitian ini adalah botol-botol 
kultur, Laminar Air Flow (LAF), petridish, bunsen, botol semprot, 
autoklaf, magnetic stirrer, pH meter, gelas ukur, pipet, karet, tissue, kertas 
label, rak kultur, peralatan diseksi (pinset besar atau kecil, pisau pemes, 
gunting eksplan) dan timbangan analitik 
 
C. Rancangan Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan dengan menggunakan rancangan dasar 
lingkungan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal yaitu komposisi media 
pertumbuhan dan kondisi lingkungan.  
Perlakuannya yaitu : 
1. Media Gamborg (B5) + 2% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang)  
2. Media Gamborg (B5) + 2% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
3. Media Gamborg (B5) + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (terang)  
4. Media Gamborg (B5) + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (gelap)  
5. Media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang)  
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6. Media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
7. Media MS + 0,6 mg/l 2,4-D +1 mg/l kinetin (kontrol) 
Masing-masing perlakuan diulang 3 kali. 
 
D. Pelaksanaan Penelitian 
1. Sterilisasi botol  dan alat 
Alat-alat yang harus disterilkan adalah botol kultur, petridish, 
skalpel, pinset, dan pisau pemes. Alat-alat tersebut dicuci sampai bersih 
lalu dikeringkan. Setelah kering, alat-alat tersebut dibungkus koran 
kemudian dimasukkan ke dalam autoklaf  pada tekanan 1,5 kg/cm2 selama 
45 menit.   
2. Pembuatan larutan stok 
Pembuatan larutan stok dengan cara menimbang bahan-bahan kimia 
sesuai komposisi media MS dan Gamborg (B5) serta mengencerkannya 
dengan aquades. Larutan tersebut diaduk sampai homogen dengan 
magnetic stirrer, lalu dimasukkan dalam botol dan disimpan dalam 
refrigerator. 
3. Penyiapan media 
Garam-garam dari media MS dan Gamborg yang telah dibuat dalam 
larutan stok diambil dengan pipet sesuai dengan konsentrasinya dan 
dimasukkan ke dalam gelas piala dan ditambah zat pengatur tumbuh sesuai 
perlakuan. Setelah homogen, larutan ditambah sukrosa sesuai perlakuan 
kemudian ditambah aquades hingga volume 250 ml. Dalam setiap 
pembuatan media, dibuat ¼ liter (250 ml), untuk 10 botol kultur. Larutan 
dikondisikan pada pH 5,7-5,8 dengan menambahkan NaOH untuk 
menaikkan pH dan HCl untuk menurunkan pH. Larutan ditambah agar-
agar 2 g, kemudian diaduk dengan magnetic stirrer hingga mendidih. 
Larutan dituangkan ke dalam botol kultur 25 ml/botol, kemudian ditutup 
dengan plastik PP. Media dimasukkan ke dalam autoklaf untuk disterilisasi 
dengan tekanan 1,5 kg/cm2 selama 45 menit. Botol-botol kultur berisi 
media selanjutnya disimpan pada rak-rak kultur.  
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4. Sterilisasi eksplan 
Eksplan yang digunakan untuk semua perlakuan adalah internodus 
batang muda jati belanda. Sterilisasi eksplan diawali dengan mencuci 
bersih eksplan yang sudah dipotong-potong (1-2 cm) dengan deterjen, 
kemudian eksplan direndam Dithane dan Agrept dengan dosis masing-
masing 0,4 gram/100ml akuades steril selama 3 jam dalam LAF. Setelah 
eksplan dibilas dengan akuades steril hingga bersih, eksplan direndam 
dalam larutan sunclin 25% selama 1 menit dan dilanjutkan dengan larutan 
sunclin 20% selama 30 detik. Selanjutnya dibilas dengan aquades steril 
sebanyak 2 kali. 
5. Penanaman eksplan 
Penanaman eksplan dilakukan dalam LAF. Botol kultur dipanasi 
terlebih dahulu di bagian mulut botol untuk mencegah terjadinya 
kontaminasi. Tutup botol dibuka dengan hati-hati lalu eksplan ditanam di 
atas media dengan pinset steril. Untuk menjaga sterilisasi dari alat, maka 
skalpel dan pinset selalu dipanaskan sebelum digunakan. Sebelum ditutup, 
mulut botol dan tutup botol dipanaskan kembali. Setelah itu, botol diberi 
label perlakuan dan tanggal penanamannya. Untuk perlakuan gelap, botol 
kultur diletakkan di rak yang telah ditutup dengan kardus berlapis karton 
berwarna hitam dan diselubungi dengan kain hitam. Perlakuan gelap 
dilakukan selama penelitian. 
6. Pemeliharaan 
Pemeliharaan dilakukan dengan cara menyemprotkan spirtus ke 
botol-botol kultur setiap 2 hari sekali hingga akhir penelitian (3 bulan 
setelah tanam).  
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E. Peubah yang Diamati 
1. Saat Muncul Kalus (HST) 
Pengamatan dilakukan dengan mencatat hari saat kalus pertama kali 
muncul. Munculnya kalus ditandai dengan adanya tonjolan-tonjolan 
berjejal berwarna putih kompak pada permukaan eksplan. 
2. Warna kalus. 
Warna kalus diamati pada akhir penelitian (3 bulan setelah 
tanam) dengan menggunakan skoring warna kalus, yaitu sebagai 
berikut : 
1 = kalus berwarna putih kecoklatan 
2 = kalus berwarna coklat muda 
3 = kalus berwarna coklat 
4 = kalus berwarna coklat tua 
5 = kalus berwarna coklat kehitaman 
3. Tekstur kalus 
Ditentukan pada akhir penelitian apakah kalus yang terbentuk kalus 
bertekstur kompak atau friabel (remah). 
4. Volume sel kalus (ml) 
Volume sel kalus dihitung pada akhir penelitian (3 bulan setelah 
tanam). Penghitungan volume kalus dilakukan dengan mencatat volume 
air yang bertambah saat kalus dicelupkan dalam air pada volume tertentu.                                                                                 
5. Berat segar  kalus (gram) 
Diukur pada akhir penelitian (3 bulan setelah tanam) dengan 
menimbang kalus sebelum dikeringkan. 
6. Berat kering kalus (gram) 
Diukur pada akhir penelitan (3 bulan setelah tanam) dengan 
menimbang kalus setelah dikeringkan dalam oven pada suhu 60° 
C selama 24 jam. 
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F. Analisis Data  
Data hasil penelitian pada variabel volume kalus, berat segar kalus, berat 
kering kalus dianalisis dengan uji ragam yang terpecah dalam perbandingan 
secara kontras orthogonal dengan taraf 5%. Sedangkan analisis uji kontras 
yang dilakukan pada variabel saat muncul kalus dilakukan pada taraf 22%. 
Hal ini dilakukan agar diperoleh nilai F hitung perlakuan yang signifikan 
sehingga dapat diketahui perbandingan uji kontrasnya. Uji Kontras antar 
perlakuan yang dilakukan adalah sebagai berikut: 
a) Kontrol dengan semua  
Perlakuan : 7 dengan 1, 2, 3, 4, 5, 6 
b) Media B5 dengan MS 
Perlakuan : 1, 2, 3, 4 dengan 5, 6 
c) Kondisi terang dengan kondisi gelap 
Perlakuan : 1, 3, 5 dengan 2, 4, 6 
d) ZPT 1 mg/l 2,4-D dengan 2 mg/l 2,4-D 
Perlakuan : 1, 2, 5, 6 dengan 3, 4  
e) ZPT 2 mg/l 2,4-D terang dengan 2 mg/l 2,4-D gelap 
Perlakuan : 3 dengan 4 
f) 2% dan 3% sukrosa dengan 8% sukrosa 
Perlakuan : 1, 2, 3, 4 dengan 5, 6     
Data untuk variabel tekstur dan warna kalus dianalisis secara deskriptif. Pada 
variabel volume kalus, juga dilakukan uji korelasi dengan variabel berat segar 
kalus. 
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IV. PEMBAHASAN 
 
A. Saat Muncul Kalus 
Hasil pengamatan menunjukkan bahwa semua media perlakuan yang 
digunakan dapat menginduksi pertumbuhan kalus. Sedangkan dari hasil 
analisis sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan berpengaruh terhadap saat 
muncul kalus (Lampiran 3, Tabel 2). Pada umumnya, kalus muncul pertama 
kali pada bagian tengah eksplan internodus dan akhirnya menjalar pada 
keseluruhan permukaan eksplan. Kalus muncul ditandai dengan 
membengkaknya permukaan eksplan dan terbentuknya tonjolan-tonjolan putih 
yang saling berjejal. Kemunculan kalus merupakan respon terhadap pelukaan 
atau karena adanya pengaruh hormon tumbuh alami ataupun buatan yang 
ditambahkan dalam media (Indriati, 2003). 
Tabel 1. Signifikansi Hasil Uji Kontras terhadap Saat Muncul Kalus Tanaman  
Jati Belanda (G. ulmifolia Lamk.) 
Uji Kontras Signifikansi 
g) Kontrol dengan semua  
h) Media B5 dengan MS 
i) Kondisi terang dengan kondisi gelap 
j) ZPT 1 mg/l 2,4-D dengan 2 mg/l 2,4-D 
k) ZPT 2 mg/l 2,4-D terang dengan 2 mg/l 2,4-D gelap 
l) 2% dan 3% sukrosa dengan 8% sukrosa 
ns 
ns 
** 
ns 
** 
ns 
Keterangan : ns : tidak signifikan pada taraf 22% 
        ** : sangat signifikan pada taraf 22% 
 
Analisis uji kontras pada variabel saat muncul kalus (Tabel 1) 
menunjukkan ada atau tidaknya cahaya sangat berpengaruh pada peran 2,4-D 
pada konsentrasi yang sama pada varabel saat kemunculan kalus. Konsentrasi  
2 mg/l 2,4-D pada kondisi terang dapat menginduksi kalus lebih cepat 
daripada 2,4-D pada konsentrasi yang sama dalam kondisi gelap (Gambar 1). 
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Keterangan:
3   : B5+3%  sukrose+2 mg/l 2,4-D (terang)
4   : B5+3%  sukrose+2 mg/l 2,4-D (gelap)
 
Gambar 1. Perbandingan Rata-rata Saat Muncul Kalus (HST) Perlakuan 
Media Gamborg (B5) + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (terang) dan 
Media Gamborg (B5) + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (gelap) pada 
Tanaman Jati Belanda (G.  ulmifolia Lamk.) 
Perlakuan 3 (Media B5 + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D terang) mampu 
menginduksi kalus lebih cepat daripada perlakuan 4 (Media B5 + 3% sukrosa 
+ 2 mg/l 2,4D gelap). Pertumbuhan kultur tanaman in vitro tidak selalu 
terhambat oleh adanya cahaya, sebaliknya cahaya justru dibutuhkan untuk 
hasil yang optimal. George dan Sherrington (1984) menyebutkan bahwa 
dalam sebagian besar kultur, sel akan mampu melakukan pembelahan dalam 
kondisi terang dengan adanya auksin eksternal dalam media. Meskipun 
cahaya dapat merusak auksin, namun hasil uji kontras menunjukkan perlakuan 
terang dapat memberikan saat muncul kalus tercepat. Penelitian Seibert et al. 
(1975) dalam George dan Sherrington (1984) menunjukkan bahwa meskipun 
kalus tanaman tembakau dapat tumbuh dalam kondisi gelap berkelanjutan, 
namun pertumbuhan kalus dapat terstimulasi dalam kondisi terang dengan 
kualitas cahaya tertentu.   
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Hasil rata-rata dari seluruh perlakuan menunjukkan bahwa perlakuan 6, 
yaitu media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4-D dalam kondisi gelap, dapat 
memunculkan kalus paling cepat (8 HST). Namun, selama masa 
pemeliharaan, pertumbuhan kalus terhambat dan cenderung berhenti. 
Penelitian Hapsoro (1999) menyebutkan bahwa peningkatan konsentrasi 
sukrosa dari 2% hingga 6% menyebabkan penurunan pembentukan tunas pada 
kultur in vitro panili. Hal ini disebabkan karena penurunan potensial air dalam 
media karena tingginya konsentrasi sukrosa, sehingga dapat menghambat 
transpor air dalam jaringan tanaman. Terhambatnya transpor air dalam 
tanaman diduga dapat menghambat induksi kalus. 
 
B. Warna Kalus 
Warna kalus yang terbentuk diamati pada akhir pengamatan dengan 
menggunakan skoring warna kalus. Secara umum pada semua perlakuan kalus 
yang terbentuk berwarna putih kecoklatan hingga coklat kehitaman. Hasil 
persentase skoring warna kalus masing-masing perlakuan pada akhir 
pengamatan dapat dilihat pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Persentase Skoring Warna Kalus (%) Tanaman Jati Belanda                   
(G. ulmifolia Lamk.) pada Masing-masing Perlakuan  
Persentase skoring warna kalus (%)  
Perlakuan 1 2 3 4 5 
1. Media B5 + 2% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang)  
2. Media B5 + 2% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
3. Media B5 + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (terang)  
4. Media B5 + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (gelap)  
5. Media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang)  
6. Media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
Media MS + 0,6 mg/l 2,4-D +1 mg/l kinetin (kontrol) 
33,3 
0 
66,6 
0 
0 
0 
33,3 
0 
0 
0 
33,3 
0 
0 
66,6 
66,6 
33,3 
33,3 
0 
0 
0 
0 
0 
33,3 
0 
66,6 
0 
0 
0 
0 
33,3 
0 
0 
100 
100 
0 
Keterangan : skoring warna kalus 
1 : putih kecoklatan 
2 : coklat muda 
3 : coklat 
4 : coklat tua 
5 : coklat kehitaman 
 
Pada awal pembentukannya, kalus pada semua perlakuan berwarna putih 
dengan kondisi yang segar, kecuali pada perlakuan media MS + 8% sukrosa + 
1 mg/l 2,4D (terang) dan media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap) yang 
kalusnya tetap berwarna coklat kehitaman dari awal muncul hingga akhir 
pengamatan. Hal ini disebabkan karena tingginya konsentrasi sukrosa hingga 
8% yang menghambat pertumbuhan kalus dan mempengaruhi warna kalus 
menjadi coklat kehitaman. Hal ini sesuai dengan pernyataan Santoso dan 
Nursandi (2004) yang menyebutkan bahwa tingginya kandungan gula dan 
karbohidrat dalam medium dapat memacu terjadinya peristiwa pencoklatan 
atau browning. Sedangkan pada perlakuan yang lain kalus berwarna putih 
berangsur-angsur tumbuh dan mengalami perubahan warna menjadi 
kecoklatan seiring bertambahnya umur kalus. 
George dan Sherrington (1984) menyebutkan bahwa browning atau 
blackening pada jaringan dapat dihindari jika eksplan yang baru saja ditanam 
diletakkan pada kondisi gelap selama 14 hari sebelum ditransfer dalam kondisi 
terang. Pada penelitian ini, perlakuan dengan kondisi gelap justru 
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menunjukkan kecenderungan menghasilkan kalus yang berwarna coklat 
hingga coklat kehitaman. Hal ini disebabkan karena masa penggelapan selama 
penelitian dilakukan secara berkelanjutan lebih dari 14 hari, yaitu selama 12 
MST, sehingga tidak dapat efektif untuk meminimalisir terjadinya browning 
pada kalus 
    
           Skoring 1    Skoring 2 
     
  Skoring 3               Skoring 4    Skoring 5                                                                                                                     
Gambar 2.  Skoring Warna Kalus Eksplan Tanaman Jati Belanda                        
(G. ulmifolia Lamk.) 
 
Menurut Widayanto (2004) perubahan warna kalus menjadi coklat 
muda, coklat atau coklat tua dapat disebabkan karena kalus sudah tidak lagi 
mengalami pembengkakan. Kalus yang terus membelah tetap berwarna putih 
meskipun terdapat pula bagian lain yang berwarna coklat muda, sedangkan 
kalus yang ukurannya tetap pada akhir pengamatan akan berwarna coklat 
muda hingga coklat.   
Abdullah et al. (1998) dalam Suskendriyati et al. (2003), menyatakan 
bahwa sel-sel muda yang sehat akan menunjukkan warna kuning bening 
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namun akan berubah menjadi kecoklatan seiring dengan pertumbuhan kalus 
yang semakin tua. Warna kalus yang muncul pada eksplan juga dipengaruhi 
oleh adanya senyawa fenolik yang mampu menyebabkan browning (warna 
coklat pada eksplan). Pencoklatan yang terjadi pada kalus dimungkinkan 
karena terakumulasinya senyawa fenol. Senyawa fenol ini tersintesis atau 
terbentuk dalam kondisi oksidatif saat jaringan tanaman terluka. Yusnita 
(2003) menyebutkan bahwa senyawa berfenol ini sering bersifat toksis, 
menghambat pertumbuhan eksplan atau bahkan dapat mematikan jaringan 
eksplan. Untuk meminimalisir terbentuknya senyawa fenol dapat dilakukan 
dengan mengurangi stres mekanik pada saat isolasi eksplan atau pada saat 
sterilisasi eksplan. 
 
C. Tekstur Kalus 
Tekstur kalus yang terbentuk dapat dibedakan menjadi kalus dengan 
tekstur remah (friabel) dan kalus dengan tekstur kompak. Kalus remah 
ditandai dengan tekstur kalus yang mudah sekali dipisah-pisahkan. Bila kalus 
diambil dengan pinset, secara otomatis sel-sel kalus akan mudah menempel 
pada pinset. Sebaliknya, kalus kompak berbentuk gumpalan pejal yang sulit 
dipisah-pisahkan.  
Tabel 3. Persentase Tekstur Kalus (%) Tanaman Jati Belanda                       
(G. ulmifolia Lamk..) pada  Berbagai Perlakuan 
Persentase tekstur kalus (%) Perlakuan 
Remah  Kompak 
1. Media B5 + 2% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang)  
2. Media B5 + 2% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
3. Media B5 + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (terang)  
4. Media B5 + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (gelap)  
5. Media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang)  
6. Media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
Media MS + 0,6 mg/l 2,4-D +1 mg/l kinetin (kontrol) 
66,67 
66,67 
100 
100 
0 
0 
100 
33,33 
33,33 
0 
0 
100 
100 
0 
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Tabel 3 menunjukkan bahwa keseluruhan perlakuan dapat menghasilkan 
kalus remah kecuali pada perlakuan media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D 
(terang) dan media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap). Keseluruhan 
perlakuan dapat menghasilkan kalus remah karena adanya kandungan 2,4-D 
yang ditambahkan dalam media. Konsentrasi 2,4-D dari 0,6 mg/l (perlakuan 
kontrol) hingga konsentrasi 2 mg/l (perlakuan 3 dan 4) mampu menghasilkan 
kalus yang bertekstur remah. Hal ini sesuai dengan yang diungkapkan oleh 
Kim dan Kim (2002) dalam Widayanto (2004) bahwa untuk menghasilkan 
kalus yang remah, 2,4-D lebih bagus digunakan daripada ZPT lainnya.  
 
        
        Kompak                        Remah 
Gambar 3. Tekstur Kalus Tanaman Jati Belanda (G. ulmifolia Lamk.) 
 
Kondisi gelap dan terang pada berbagai media perlakuan tidak 
berpengaruh pada tekstur kalus yang terbentuk. Dari hasil pengamatan, remah 
atau tidaknya tekstur kalus yang terbentuk dipengaruhi oleh konsentrasi 
sukrosa. Kalus dengan tekstur kompak hanya dihasilkan oleh eksplan pada 
media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang) dan media MS + 8% sukrosa 
+ 1 mg/l 2,4D (gelap). Meskipun kedua perlakuan tersebut juga menggunakan 
2,4-D dengan konsentrasi 1 mg/l, namun kalus yang terbentuk tidak remah. 
Hal ini disebabkan karena tingginya konsentrasi sukrosa pada media yang 
menyebabkan terhambatnya kerja 2,4-D dalam pembentukan kalus remah. 
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D. Berat Segar Kalus 
Hasil pengamatan berat segar kalus dan hasil analisis uji kontras dapat 
dilihat pada Tabel  4 dan 5. Hasil uji kontras menunjukkan bahwa semua uji 
kontras sangat berpengaruh nyata terhadap hasil berat segar kalus, kecuali 
pada uji kontras a dan b yaitu perlakuan kontrol dengan semua perlakuan dan 
perlakuan media B5 dengan media MS. 
Tabel 4. Rata-rata Berat segar Kalus  (gram) Tanaman Jati Belanda               
(G. ulmifolia Lamk.) pada Berbagai Perlakuan 
Perlakuan Berat Segar (gram) 
1. Media B5 + 2% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang)  
2. Media B5 + 2% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
3. Media B5 + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (terang)  
4. Media B5 + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4D (gelap)  
5. Media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (terang)  
6. Media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
Media MS + 0,6 mg/l 2,4-D +1 mg/l kinetin (kontrol) 
1,82  
0,93 
3,42 
2,02 
0,02 
0,05 
1,19 
 
Tabel 5. Signifikansi Hasil Uji Kontras terhadap Berat Segar Kalus Tanaman 
Jati Belanda (G. ulmifolia Lamk.) 
Uji Kontras Signifikansi 
a) Kontrol dengan semua  
b) Media B5 dengan MS 
c) Kondisi terang dengan kondisi gelap 
d) ZPT 1 mg/l 2,4-D dengan 2 mg/l 2,4-D 
e) ZPT 2 mg/l 2,4-D terang dengan 2 mg/l 2,4-D gelap 
f) 2% dan 3% sukrosa dengan 8% sukrosa 
ns 
** 
ns 
** 
** 
** 
Keterangan : ns : tidak signifikan pada taraf 5% 
   ** : sangat signifikan pada taraf 5% 
 
Uji kontras a (perlakuan kontrol dengan semua) dan c (perlakuan kondisi 
gelap dengan kondisi terang) tidak menunjukkan perbedaan nyata pada hasil 
berat segar kalus. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kinetin sebesar 1 
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mg/l pada perlakuan kontrol tidak berpengaruh terhadap hasil berat segar 
kalus dibandingkan perlakuan lain yang hanya menggunakan 2,4-D. 
Andriyanto (2002) dalam Simatupang (1991)menyatakan bahwa produksi 
kalus pada medium padat dapat diinduksi oleh auksin. Pada umumnya kalus 
yang dihasilkan bertekstur remah. Perlakuan ketersediaan cahaya selama 
pemeliharaan eksplan secara keseluruhan juga tidak berpengaruh terhadap 
berat segar kalus. 
Uji kontras b (perlakuan media B5 dengan media MS) menunjukkan 
hasil yang sangat signifikan pada berat segar kalus. Gambar 4 menunjukkan 
bahwa penggunaan media B5 lebih baik daripada media MS dalam 
pembesaran kalus. 
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Gambar 4. Perbandingan Rata-rata Berat Segar Kalus (gram) Tanaman Jati 
Belanda (G. ulmifolia Lamk.) pada Media B5 dan MS 
 
Umumnya media B5 yang kadar hara organiknya lebih rendah daripada 
MS merupakan suatu kondisi yang lebih baik bagi sel spesies tanaman tertentu 
(Wetter dan Constabel, 1991). Seperti yang dikemukakan Purnamaningsih et 
al. (2005) dalam Hati (2007) bahwa pada beberapa jenis tanaman, pemakaian 
media dengan kandungan garam mineral yang tinggi dapat menghambat 
pertumbuhan kultur. Pemakaian media dengan komposisi garam mineral yang 
mempunyai konsentrasi tinggi kurang efektif, karena adanya kemungkinan 
terdapat garam mineral yang tidak termanfaatkan oleh tanaman, walaupun 
belum tentu akan merugikan pertumbuhan tanaman. Namun jika konsentrasi 
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garam mineral dalam media terlalu tinggi dikhawatirkan tanaman akan 
kelebihan suatu unsur tertentu yang dapat mengganggu pertumbuhan. Oleh 
karena itu modifikasi kadar hara makro dan mikro yang seimbang dapat lebih 
menguntungkan. Dengan demikian, banyak media dasar mempunyai 
kandungan hara total yang lebih rendah daripada media MS dapat lebih efektif 
dalam memacu proses diferensiasi, contohnya adalah media ½ MS dan B5. 
 
E. Berat Kering Kalus 
Berat kering kalus diamati setelah kalus segar dikeringkan dan dioven 
selama 24 jam. Pengamatan berat kering kalus dilakukan untuk mengetahui 
besarnya kandungan air dalam kalus. Rata-rata berat segar, berat kering dan 
kandungan air dalam kalus pada akhir penelitian ditunjukkan pada Tabel 6. 
Tabel 6. Rata-rata Berat Segar, Berat Kering dan Kandungan Air (gram) 
Kalus Tanaman Jati Belanda  (G. ulmifolia Lamk.) 
Perlakuan  Berat segar (gram)  Berat kering (gram)  Kandungan air (gram) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
Kontrol  
1,82 
0,93 
3,42 
2,02 
0,03 
0,05 
1,19 
0,1 
0,01 
0,16 
0,11 
0,002 
0,001 
0,05 
1,72 
0,91 
3,26 
1,91 
0,02 
0,02 
1,14 
Keterangan : kandungan air dalam kalus = berat segar – berat kering kalus 
 Perlakuan :  
1. Media B5 + 2% sukrose + 1 mg/l 2,4D (terang)  
2. Media B5 + 2% sukrose + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
3. Media B5 + 3% sukrose + 2 mg/l 2,4D (terang)  
4. Media B5 + 3% sukrose + 2 mg/l 2,4D (gelap)  
5. Media MS + 8% sukrose + 1 mg/l 2,4D (terang)  
6. Media MS + 8% sukrose + 1 mg/l 2,4D (gelap)  
Media MS + 0,6 mg/l 2,4-D +1 mg/l kinetin (kontrol) 
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Kandungan air terbesar diperoleh pada perlakuan 3 (media B5 + 3% 
sukrosa +2 mg/l 2,4-D) dalam kondisi terang yaitu sebesar 3,26 gram. Hal ini 
dipengaruhi oleh kalus yang terbentuk pada perlakuan tersebut merupakan 
kalus yang memiliki berat segar paling besar dibandingkan perlakuan yang 
lain sehingga memiliki kandungan air lebih banyak. 
Kandungan air dalam kalus diduga dipengaruhi oleh adanya auksin 
dalam media. George dan Sherrington (1984) menyebutkan bahwa auksin ini 
menyebabkan diambilnya ion potassium untuk menghalangi pengeluaran 
elektrogenik ion H+. Pengambilan ini menyebabkan penurunan potensial air 
dalam sel sehingga air dapat masuk dan sel akan membesar. Perlakuan 3 
(media B5 + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4-D terang) dan 4 (Media B5 + 3% 
sukrosa +2 mg/l 2,4-D gelap) menghasilkan kandungan air yang terbesar 
karena kedua perlakuan ini mengandung 2,4-D dengan konsentrasi tertinggi 
diantara perlakuan yang lain.  
Air dapat mengalir dari potensial tinggi ke potensial yang lebih rendah. 
George dan Sherrington (1984) menyebutkan bahwa biasanya potensial air 
dalam media lebih besar sehingga air dapat mengalir ke dalam kalus. Namun 
hal ini tidak dapat terjadi dalam media yang berkonsentrasi tinggi. Perlakuan 5 
(media MS + 8% sukrosa + 1 mg/l 2,4-D terang) dan 6 (media MS + 8% 
sukrosa + 1 mg/l 2,4-D gelap) menghasilkan kandungan air paling sedikit 
daripada perlakuan yang lainnya. Hal ini disebabkan karena tingginya 
konsentrasi sukrosa dalam media sehingga potensial air dalam media 
menurun. 
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Tabel 7. Signifikansi Hasil Uji Kontras terhadap Berat Kering Kalus Tanaman 
Jati Belanda (G. ulmifola Lamk.) 
Uji kontras Signifikansi 
a) Kontrol dengan semua  
b) Media B5 dengan MS 
c) Kondisi terang dengan kondisi gelap 
d) ZPT 1 mg/l 2,4-D dengan 2 mg/l 2,4-D 
e) ZPT 2 mg/l 2,4-D terang dengan 2 mg/l 2,4-D gelap 
f) 2% dan 3% sukrosa dengan 8% sukrosa 
ns 
** 
ns 
** 
** 
** 
Keterangan : ns : tidak signifikan pada taraf 5% 
                           ** : sangat signifikan pada taraf 5% 
 
Hasil analisis uji kontras pada taraf 5% terhadap berat kering kalus  
(Tabel 7) menunjukkan hasil signifikasi yang sama dengan uji kontras 
terhadap berat segar kalus (Tabel 5). Hal tersebut menunjukkan bahwa 
masing-masing uji kontras berpengaruh sama terhadap berat kering kalus 
maupun berat segar kalus. Besar kecilnya berat kering kalus dipengaruhi oleh 
berat segar awal kalus dan kandungan air dalam kalus. 
 
F. Volume Kalus 
Pengamatan variabel volume kalus dilakukan untuk mengetahui 
pengaruh media perlakuan terhadap hubungan atau korelasi antara besarnya 
berat segar kalus terhadap volume kalus. Berat segar kalus yang besar diikuti 
dengan volume kalus yang juga besar (korelasi positif) menunjukkan bahwa 
sel-sel kalus yang terbentuk cukup besar dan diduga akan mudah 
terdiferensiasi. Sebaliknya, apabila berat segar kalus yang besar namun diikuti 
dengan volume kalus yang kecil (korelasi negatif) maka sel-sel kalus yang 
terbentuk padat dan pejal, sehingga diperkirakan akan sulit terjadi diferensiasi 
kalus menjadi organ tanaman. Tabel 8 menunjukkan rata-rata berat segar 
kalus, volume kalus dan hasil uji korelasinya pada keseluruhan media 
perlakuan. 
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Tabel 8. Hasil Uji Korelasi antara Berat Segar Kalus (gram) dan Volume 
Kalus (ml) Tanaman Jati Belanda (G. ulmifolia Lamk.) 
Rata-rata berat segar kalus (gram) Rata-rata volume kalus (ml) Korelasi 
1,0701 1,7795 + 0,904 
 
Hasil uji korelasi menunjukkan bahwa rata-rata berat segar kalus dan 
volume kalus pada semua media perlakuan berkorelasi positif yang cukup 
tinggi, sehingga peningkatan berat kalus diikuti oleh meningkatnya volume 
kalus. Diduga pada ketujuh jenis media tersebut kalus yang terbentuk sel-
selnya cukup besar sehingga diperkirakan akan mudah terdeferensiasi. Hasil 
uji korelasi positif menunjukkan bahwa volume kalus yang terbentuk pada 
media perlakuan dapat diwakili oleh besarnya berat segar kalus. 
Tabel 9. Signifikansi Hasil Uji Kontras terhadap Volume Kalus (ml) Tanaman 
Jati Belanda (G. ulmifolia Lamk.) 
Uji kontras Signifikansi 
a) Kontrol dengan semua  
b) Media B5 dengan MS 
c) Kondisi terang dengan kondisi gelap 
d) ZPT 1 mg/l 2,4-D dengan 2 mg/l 2,4-D 
e) ZPT 2 mg/l 2,4-D terang dengan 2 mg/l 2,4-D gelap 
f) 2% dan 3% sukrosa dengan 8% sukrosa 
ns 
** 
ns 
** 
** 
** 
Keterangan : ns : tidak signifikan pada taraf 5% 
                           ** : sangat signifikan pada taraf 5% 
 
Tabel 9 menunjukkan bahwa hasil uji kontras pada taraf 5% signifikan 
pada semua uji kontras kecuali pada uji kontras a (kontrol dengan semua 
perlakuan) dan c (perlakuan kondisi gelap dengan kondisi terang). Hasil 
tersebut sama dengan hasil uji kontras pada variabel berat segar kalus dan 
berat kering kalus. Hal ini menunjukkan bahwa variabel berat segar, berat 
kering dan volume kalus memiliki korelasi yang tinggi. 
Uji kontras f (2% dan 3% sukrosa dengan 8% sukrosa) menunjukkan 
hasil signifikansi terhadap variabel volume kalus. Sukrosa dengan konsentrasi 
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2% dan 3% menghasilkan volume kalus yang lebih baik daripada penggunaan 
sukrosa hingga 8% 
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Gambar 5. Perbandingan Volume Kalus (ml) pada 2% Sukrosa,                       
3% Sukrosa dan 8% Sukrosa Tanaman Jati Belanda                                    
(G. ulmifolia Lamk.) 
 
Menurut Lai et al. (2000) dalam Damayanti et al. (2008), konsentrasi 
sukrosa dalam media berkenaan dengan tekanan osmotik pada media. 
Tekanan osmotik pada media merupakan salah satu faktor yang 
mempengaruhi regenerasi tanaman secara in vitro. Tekanan osmotik akan 
mempengaruhi penyerapan unsur hara dan air oleh eksplan dalam 
pembentukan kalus. Doley dan Leyton (1970) dalam George dan Sherrington 
(1984) menyebutkan bahwa penurunan potensial osmotik dari media ½ White 
dengan menambahkan lebih banyak sukrosa dapat menyebabkan rasio 
pertumbuhan kalus dari eksplan pucuk Fraxinus menurun dibandingkan pada 
media standar. 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 
 
A. Kesimpulan 
Beberapa hal yang dapat disimpulkan dari penelitian ini adalah: 
1. Penggunaan 2,4-D dengan konsentrasi sama pada kondisi terang 
menghasilkan  pertumbuhan kalus tanaman jati belanda yang lebih baik 
daripada dalam kondisi gelap. 
2. Penggunaan kinetin 1mg/l dan 2,4-D 0,6 mg/l pada media MS tidak 
memberikan hasil yang berbeda terhadap pembentukan kalus pada media 
yang hanya menggunakan 2,4-D saja. 
3. Perlakuan yang menunjukkan pertumbuhan kalus terbaik adalah perlakuan 
media Gamborg (B5) + 3% sukrosa + 2 mg/l 2,4-D (terang). 
 
B. Saran 
Saran bagi peneliti selanjutnya dalam pengembangan tanaman jati 
belanda secara in vitro yaitu perlu dilakukan penelitian selanjutnya mengenai 
interval kombinasi waktu gelap-terang yang efektif selama pemeliharaan kalus 
eksplan jati belanda agar dapat diperoleh kalus yang cukup banyak. Sehingga 
kalus yang diperoleh dapat mencukupi untuk dilakukan analisis kandungan 
metabolit sekunder. 
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Lampiran 1. Komposisi Garam-garam Anorganik pada Medium MS dan B5 
Makronutrien (mg/l) MS B5 
KNO3 1.900 2.500 
NH4NO3 1.650 - 
Ca(NO3)2.2H2O - - 
CaCl2.2H2O 440 150 
MgSO4.7H2O 370 250 
KCl - - 
KH2PO4 170 - 
NH4H2PO4 - - 
NaH2PO4.H2O - 150 
Na2SO4 - - 
(NH4)SO4 - 134 
Mikronutrien (mg/l)   
MnSO4.4H2O 22,3 - 
MnSO4.H2O - 10 
ZnSO4.7H2O 8,6 2 
H3BO3 6,2 3 
KI 0,83 0,75 
CuSO4.5H2O 0,025 0,025 
NaMoO4.2H2O 0,25 0,25 
CoCl2.6H2O 0,025 0,025 
FeSO4.7H2O 27,8 - 
NaFeEDTA - 28 
NaEDTA.2H2O 37,3 - 
Fe(S4)3 - - 
Vitamin (mg/l)   
Mio-inositol 100 100 
Thiamin HCl 0,1 10 
Nikotinik asid 0,5 1,0 
Piridoksin HCl 0,5 0,1 
Glisin  2 - 
George dan Sherington (1984) cit. Hendaryono dan Wijayani (1994) 
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Lampiran 2.Data Hasil Pengamatan Masing-masing Variabel pada Minggu ke 12 
 
Keterangan :HST : Hari Setelah Tanam 
ml : milliliter 
gr : gram 
F : Friabel 
K : Kompak 
 
 
 
 
 
 
 
 
perlakuan 
saat 
muncul 
(HST) 
warna 
kalus tekstur  
volume 
kalus (ml) 
berat basah 
(gr) 
berat kering 
(gr) 
1   A  12 3 F 1.83 2.31 0.13 
     B  22 3 F 3.1 2.12 0.09 
     C  12 1 K 2.89 1.05 0.08 
2   A 16 3 F 2.4 1.64 0.08 
     B  19 4 F 1 1.08 0.06 
     C  12 5 K 0.5 0.07 0.001 
3   A  13 1 F 3 2.99 0.14 
     B  13 3 F 4.1 3.42 0.14 
     C  17 1 F 5 3.86 0.21 
4   A  12 4 F 0.92 3.13 0.18 
     B  19 4 F 3 1.93 0.10 
     C  13 2 F 1.9 1.01 0.07 
5   A  22 5 K 0 0.01 0.0006 
     B  34 5 K 0.95 0.02 0.0005 
     C  12 5 K 1 0.08 0.005 
6   A  12 5 K 0.41 0.04 0.02 
     B  0 0 0 0 0 0 
     C  12 5 K 0.62 0.06 0.002 
7   A  16 2 F 1.2 0.43 0.02 
     B  14 1 F 1.88 1.89 0.08 
     C  12 2 F 1.67 1.26 0.07 
  
xlix 
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Lampiran 3. Hasil Analisis Kontras Orthogonal Pengaruh Perlakuan pada 
Masing-masing Variabel 
Tabel 1 Analisis Kontras Orthogonal Pengaruh Perlakuan Media terhadap Saat 
Muncul Kalus. 
 
Keterangan : L = Tfi Ci 
          K = T Ci² 
          R = ulangan 
         JKL = L²/r.k 
 
Tabel 2 Hasil Sidik ragam F Kontras Orthogonal  Pengaruh Perlakuan Media 
terhadap Saat Muncul Kalus. 
sk db jk kt fhit 
ftabel  
22% 
perlakuan 6 329.61 54.93 1.61** 1.60 
Kontras a 1 3.17 3.17 0.07 1.65 
Kontras b 1 0.44 0.44 0.01 1.65 
Kontras c 1 97.99 97.99 2.42** 1.65 
Kontras d 1 3.36 3.36 0.09 1.65 
Kontras e 1 1261.5 1261.51 36.99** 1.65 
Kontras f 1 0.44 0.44 0.01 1.65 
galat 14 477.33 34.09   
total 20 806.95 40.34   
Keterangan : ** : sangat signifikan  
 
 
 
Koefisien kontras (C) 
perlakuan Tf (J) 1 2 3 4 5 6 
1 45.99 -1 2 -3 -2 0 -2 
2 47. -1 2 3 -2 0 -2 
3 42.99 -1 2 -3 4 -1 -2 
4 44. -1 2 3 4 -1 -2 
5 68. -1 -4 -3 -2 0 4 
6 24 -1 -4 3 -2 0 4 
kontrol 42 6 0 0 0 0 0 
 L -19.99 -8.002 -125.99 -21.99  -87  8.00  
 k 42 48 54 48 2 48 
 rXk 126 144 162 144 6 144 
 JKL 3.17 0.44 97.99 3.36 1261.5 0.44 
  
l 
l 
Tabel 3 Analisis Kontras Orthogonal Pengaruh Perlakuan Media terhadap Volume 
Kalus. 
Koefisien Kontras (C)  
perlakuan tf 1 2 3 4 5 6 
1 7.82 -1 2 -3 -2 0 -2 
2       3.9 -1 2 3 -2 0 -2 
3 12.09 -1 2 -3 4 -1 -2 
4 5.82 -1 2 3 4 -1 -2 
5 1.95 -1 -4 -3 -2 0 4 
6 1.02 -1 -4 3 -2 0 4 
kontrol 4.74 6 0 0 0 0 0 
 L -4.11 47.35 -33.35 42.27 -17.91 -47.35 
 k 42 48 54 48 2 48 
 rXk 126 144 162 144 6 144 
 JKL 0.13 15.57 6.86 12.41 53.51 15.57 
Keterangan : L = Tfi Ci 
          K = T Ci² 
          R = ulangan 
         JKL = L²/r.k 
 
Tabel 4 Hasil Sidik ragam F Kontras Orthogonal  Pengaruh Perlakuan Media 
terhadap Volume Kalus. 
sk db jk kt fhit 
ftabel 
5% 1% 
perlakuan 6 28.18 4.69   8.10** 2.85 4.46 
Kontras a 1 0.13 0.13   0.07 4.6 8.86 
Kontras b 1 15.57 15.57 26.87** 4.6 8.86 
Kontras c 1 6.86 6.86   3.78 4.6 8.86 
Kontras d 1 12.41 12.41 21.41** 4.6 8.86 
Kontras e 1 53.51 53.51 92.32** 4.6 8.86 
Kontras f 1 15.57 15.57 26.87** 4.6 8.86 
galat 14 8.11 0.57    
total 20 36.30 1.81    
Keterangan : ** : sangat signifikan  
 
 
 
 
 
 
  
li 
li 
Tabel 5 Analisis Kontras Orthogonal Pengaruh Perlakuan Media terhadap Berat 
Segar Kalus. 
Koefisien Kontras (C)  
perlakuan tf 1 2 3 4 5 6 
1 5.49 -1 2 -3 -2 0 -2 
2 2.79 -1 2 3 -2 0 -2 
3 10.28 -1 2 -3 4 -1 -2 
4 6.08 -1 2 3 4 -1 -2 
5 0.12 -1 -4 -3 -2 0 4 
6 0.11 -1 -4 3 -2 0 4 
kontrol 3.58 6 0 0 0 0 0 
 L -3.35 48.41 -20.70 48.44 -16.37 -48.41 
 k 42 48 54 48 2 48 
 rXk 126 144 162 144 6 144 
 JKL 0.08 16.27 2.64 16.30 44.67 16.27 
Keterangan : L = Tfi Ci 
          K = T Ci² 
          R = ulangan 
         JKL = L²/r.k 
 
Tabel 6 Hasil Sidik ragam F Kontras Orthogonal  Pengaruh Perlakuan Media 
terhadap Berat Segar Kalus. 
sk db jk kt fhit 
ftabel 
5% 1% 
perlakuan 6 25.95 4.32 10.27** 2.85 4.46 
Kontras a 1 0.09 0.08  0.05 4.6 8.86 
Kontras b 1 16.27 16.27 38.68** 4.6 8.86 
Kontras c 1 2.64 2.64   1.66 4.6 8.86 
Kontras d 1 16.30 16.30 38.73** 4.6 8.86 
Kontras e 1 44.67 44.67 106.17** 4.6 8.86 
Kontras f 1 16.27 16.27 38.68** 4.6 8.86 
galat 14 5.89 0.42    
total 20 31.84 1.59    
Keterangan : ** : sangat signifikan  
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Tabel 7 Analisis Kontras orthogonal Pengaruh Perlakuan Media terhadap Berat 
Kering Kalus. 
Koefisien Kontras (C) 
perlak 
 
tf 1 2 3 4 5 6 
1   0.31 -1 2 -3 -2 0 -2
2   0.15 -1 2 3 -2 0 -2
3   0.50 -1 2 -3 4 -1 -2
4   0.36 -1 2 3 4 -1 -2
5 0.006 -1 -4 -3 -2 0 4
6   0.02 -1 -4 3 -2 0 4
kontrol   0.19 6 0 0 0 0 0
 L -0.21 2.53 -0.82 2.50 -0.87 -2.53
 k 42 48 54 48 2 48
 rXk 126 144 162 144 6 144
 JKL 0.0003 0.04 0.004 0.04 0.12 0.04
Keterangan : L = Tfi Ci 
          K = T Ci² 
          R = ulangan 
         JKL = L²/r.k 
 
Tabel 8 Hasil Sidik ragam F Kontras Orthogonal  Pengaruh Perlakuan Media 
terhadap Berat Kering Kalus. 
sk db jk kt fhit 
ftabel 
5% 1% 
perlakuan 6         0.06 0.01 9.19** 2.85 4.46 
Kontras a 1 0.0003 0.0003     0.03 4.6 8.86 
Kontras b 1         0.04 0.04 37.02** 4.6 8.86 
Kontras c 1           0.004   0.004     0.42 4.6 8.86 
Kontras d 1         0.04 0.04 35.78** 4.6 8.86 
Kontras e 1         0.12 0.12 104.67** 4.6 8.86 
Kontras f 1         0.04 0.04 36.80** 4.6 8.86 
galat 14           0.017   0.001    
total 20 0.2 0.01    
Keterangan : ** : sangat signifikan  
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Lampiran 4. Hasil Uji Korelasi Volume Kalus dan Berat Segar Kalus 
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Lampiran 5. Foto Eksplan Jati Belanda pada Minggu ke 12 Setelah Tanam 
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Lampiran 6. Foto Tanaman Jati Belanda (Guazuma ulmifolia Lamk.) 
 
 
 
